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(3) Heterozyklische Verbindungen, Herstellungsverfahren und MitteJ 

@ Die Verbindung betrifft neue heterozykJische Verbindun- 
gen, die auch ais Jerangolide bezoichnet werden, sowie ein 
Verfahren zu ihrer Gewinnung und Mittei mit einem Gehalt 
an den genannten Verbindungen. 
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Beschreibung 

Die Verbindung betrifft neue heterozyklische Verbmdungen, die im folgenden audi als Jerangolide bezeichnet 
werden. Eine dieser Verbindungen, und zwar Jerangolid A, 1st bereits in J. Antibiotics, 49 (1) (1996) 71—75 
vorgeschlagen worden, wobei jedoch weder ein Weg zur mikrobiologischen noch zur vollsynthetischen Gewin- 
nung aufgezeigt wurde. Der Zugang ist erst mit Hllfe des Produktionsstammes DSM 10 497 der Spezies 
Sorangium ceHulosum moglich, wobei dieser Stamm im folgenden noch naher beschrieben winl 

Nachstehend wird die Erfindung anhand experimenteller Daten und zweier Figuren naher beschrieben. 

A Produktionsbedingungen 
A.L Produktionsstamm 

Sorangium cellulosum gehort zur Ordnung der Myxococcales, Uuterordnung Sorangineae, Famflie Polyangia- 
ceae. Der Produktionsstamm Sorangium cellulosum So ce307 wurde 1987 aus einer Bodenprobe aus Jerusalem 
isoliert Der Stamm ist bei der deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSM) unter DSM 10 497 hinterlegt 

A 2. Stammkultur und morphologische Beschreibung 

Stammkuhuren werden gehalten auf VY/2-Agar (05% Backerhefe nach Frischgewicht; 0,1% CaCl^HzO; 
1,5% Agar; pH 7,2) oder auf Fdterpapier fiber ST21-Agar (0,1% KNCfe; 0,1% MgSCWHiO; 0,1% CaCfex2H20; 
0,1% KaHPO*; 0,01% MnS04x7H20; 0,02% FeCfe; 0,002 % Hefeextrakt; Standard-Spurenelementlosung, z. R. 
nach G. Drews, Mikrorbiologisches Praktikum, Z Auflage, S. 6. Berlin: Springer Verfag (1974); 1% Agar. Die 
Platten werden bei 30 °C bebrQtet 

Auf Filterpapier fiber Mineralsalzagar oder auf Hefeagar (VY/2-Agar) bildet der Stamm groBe hell orange 
Schwarmkolonien mit vielen gelborangen bis schwai-zbraunen Fruchtkorpern. Letztere bestehen aus kleinen 
Sporangiolen von 15—20 um Durchmesser, die in mehr oder weniger groBen Haufen dicht gepackt liegen; die 
Haufen messen meist zwischen 50 und 150 um Durchmesser. Die vegetativen Stabchen haben die fur Sorangium 
typische Form: relativ derbe, im Phasenkontrastmikn>skop dunkle, zylindrische Stabchen mit breit abgemnde- 
ten Enden, im Mittel 3—6 um lang und um 1 um dick. Nach lingerer Adaptation an das Wachstum in Flussigme- 
dien wachst der Stamm in homogener Zellsuspension. 

A3. Leistungen 

Der Stamm So ce307 produziert etwa 20 chemiscli verwandte Verbindungen. Die Hauptkomponenten, die 
Jerangolide A bis E hemmen das Wachstum zamreicher Pilze und Hefen (siehe unter BJ.). Gegen alle getesteten 
Bakterien waren die Wirkstoffe unwirksam. Die Wirkstoffe konnen sowohl aus den Zellen als auch aus dem 
Kulturiiberstand isoliert werden. 

A.4. Produktion der Aktivitaten 

Die Wirkstoffe werden wahrend der Iogarithmischen bis hin zur stationaren Wachstumsphase produziert 
wobei das Produktspektrum jedoch sehr davon abhangig ist, ob die Kultrviening in Gegenwart eines Adsorber- 
harzes oder ohne Harz durchgefuhrt wurde. 

Eine typische Fermentation verlauft folgendermaflen: Ein 100 1 Bioreaktor der Firma Giovanola, Monthey, 
Schweiz, wird mit 60 1 Produktionsmedhun gefuHt (Medium in g/I: Kartoffelstarke, 10; Glucose, 1 ; Sojabohnen- 
mehl entfettet, 5; Hefeextrakt, 2; MgSO^HjO, 1; Caa 2 x2H20, 1; Emylendiainintetraacetat, Eisenpn>-Natri- 
nmsalz, 0,008; pH 72). Bei Fermentation in Gegenwart von Adsorberharz werden zusatzlich 2% (v/v) XAD-16 
(Rohm und Haas, Frankfurt/M) vor dem Autoklavier en zugegeben Angeimpft wird mit 3 litem einer 4 Tage 
alten Vorkultur. Die Fermentation lauft mindestens 4 Tage bei 32°C einer Beluftung von (U5 wm und einer 
Ruhrergeschwindigkeh von 250 upm. Mh 10 % KOH wird der pH-Wert bei 7^ gehalten. Schaumbildung wird 
durch Zugabe von Silikon Antischaum fTegosipon, Goldschmidt AG, Essen) verhmdert Bei Fermentation ohne 
Adsorberharz werden am Ende der Fermentation 2% XAD-16 unsteril in den Bioreaktor gegeben und dieser fur 
drei Stunden unter den Fermenmtionsbedingungen waiter inkubiert 

Die Wirkstoffe bei beiden Fermentationen sind quantitativ an das Adsorberharz gebunden, welches durch 
Absieben des Reaktorinhaltes fiber ein Sieb mit 0,2 mm Maschenweite gewonnen wird 

Die methanolischen XAD-Eluate beider Fermentationen werden unter folgenden Bedingungen mittels HPLC 
anlaysiert 

Saule: 125 mm Lange und 2 mm Innendurchmesser 
Trennmaterial:Nucleosil 120-5C18 (Macherey-Nagel Dfiren) 
Trenntemperatun 70°C 
LaufmittelfluB: 0^ ml/min 

Gradient: Methanol/Wasser = 45/55 vom Zeitpunkt Null bis zur 7. Minute. AnschlieBend linearer Anstieg auf 
Methanol/Wasser - 70/30 bis zur 2a Minute. Bis zur 26. Minute bieibt das Methanol/Wasser-Verhiltnis 
konstant auf 70/30. Bis zur 30. Minute linearer Anstieg auf Methanol/Wasser «= 90/10. Detektion: bei 255,4 nm. 
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Abb. 2 

HPLC-Analyse einer typischen Fermentation ohne XAD. 

Abb. 3 5 
HPLC-Analyse einer typischen Fermentation in Gegenwart von XAD. 

Wirkung 

10 

B.1. Hemmspektrum von Jerangolid A im Plattendiffusionsstest sowie MIC Werte, bestimmt im 

Reihenverdunnungstest 



15 



Testorgamsmus 



Durchmesser des MHK 
Hemmhofes a 

(mm) (jig/ml) 



501 



Absidia glauca CBSp 100,59 
Mucor hiemalis DSM 2655 
Athelia rolfsii 
Nematospora coryli CBS 2608 
Schlzosaccharomyces pombe Tu a 
Nadsonia fulvescens CBS 2596 
Hansenula anomala DSM 70130 
Pichia membranaefaci ens DSM 70366 
Debaryomyces hansenii DSM 70238 
Lipomyces lipofer DSM 70305 
Saccharomyces cerevisiae BT 27C-2A YGSCr 
Aspergillus clavatus CBS 121.45 
Peniclllivm capsulation CBS 301.48 
Altexnaria solan i DSM 2954 
Chaetomium cochliodes DSM 1909 
Fusarium oxysporum DSM 2018 
Trichoderma hamata 
Cladosporium reslnae DSM 63423 
Botrytls clnerea VSM. 877 
Sclerotina sclerotioxum DSM 1946 
Psllocybe montana CBS 703.20 
Candida albicans CBS 1893 
Rhodotorula glutinls DSM 70398 
Trichosporon terrestre CBS 66.97 
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0,07 



0,07 

0,4 

0,4 
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7,0 
7,0 

4,2 
0,13 
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a Testblattchen (6 mm Durchmesser) mit 10 /ig Jerangolid A 

b Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, Braunschweig 

c Centraalbureau voor Schiramelcultures, Baarn 

^ St ammsaramlung , University Tubingen 

e Yeast Genetic Stock Center of Berkeley 
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Die Verbindungen zeigen gute Wirksamkeit sowohl gegen humanpathogene wie gegen phytopathogene Pilze 
undHefen. 60 

isolierung der Jerangolide 

Die aus einem 100 liter Fermentationsansatz abgetrennten 3 Liter Adsorberbarz werden in eine Glassaule 
(10 an Durchmesser) gefullt und mit 20 Liter Methanol innerhalb von 3,5 h eluiert Die ersten 5 Liter Ehiat 65 
werden wegen des hohen Wassergehaltes separat aufgearbeitet: Das Eluat wird im Vakuum bis zur Wasserpha- 
se eingeengt und viermal mit je 1 liter Dichlormethan ertrahiert Die vereinigt en Dichlormethanphasen werden 
mitwasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft 



3 



DE 196 07 702 Al 



Die restlichen methanolischen Eluatfraktionen werden vereinigt, bis auf ein Volumen von ca. 1 liter eingeengt 
und mit dem Extrakt der ersten 5 liter Eluat vereinigt Zur Entferaung der lipide wind diese methanolische 
Extraktlosung dreimal mit 600 ml Heptan extrahiert Die gesammelten Heptanphasen werden anschlieBend mit 
400 ml MeOH reextrahiert 

Nach dem Eindampfen der vereinigten Methanolphasen werden 30,9 g eines dunkelbraunen oligen Extraktes 
ernalten Dieser wird in Methanol geldst, auf 300 ml Kieselgel 60 (0,063—0,2 mm KorngroBe) aufgegeben und 
mit 650 ml Methanol eluiert Nach dem Einengen des Eluats im Vakuum werden 28,3 g eines braunroten oligen 
Zwischenproduktes (Ajitibiotika-Komplex) erhalten. 

Trennung der Komponenten 

Das oben erhaltene Zwischenprodukt wird in 100 ml MeOH geldst und in drei Laufen auf einer praparativen 
HPLC-Anlage Typ "Merck Prepbar" getrennt (Sauleaibmessungen: 400 x 100 mm; Saulenmaterial: RP 18, 10 u; 
Laufmittel: 17 Liter MeOH/HzO 72/28, dann 5 Liter Methanol; FluBrate: 130 ml/min; Detektion: 240 nm) Es 
werden vier Fraktionen aufgefangen: 

1. Fraktion4Iiter 

2. Fraktion 7 liter 

3. Fraktion 6 liter 

4. Fraktion5Iiter 

Die entsprechenden Fraktionen der drei Laufe werden vereinigt Die Z Fraktion enthalt polare Jerangolide, 
darunter Jerangolid R Die & Fraktion enthalt Jerangolid A als Hauptkomponente der Fermentation. Die 
lipophileren Jerangolide D, E und H befinden sich m der 4. Fraktion. Die Trennung der Jerangolide in den 
Fraktionen 2 und 4 erfolgt durch RP-MPLC (Saule: 40x460mm, YMC-RP 18, 120, 15-25*1; laufmittel: 
MeOH/HaO 75/25 (2) bzw. 80/20 (4); Detektion: 254 lua) 

Retentionszeiten der Jerangolide in der anarytischen RPLC gemaB Fig. 3 (Bedingungen siehe unter A.4.) 



Antibiotikum 


Ausfceute (mg) 


Rt (rain) 


Jerangolid A 


11 200 


14,4 


Jerangolid B 


390 


12,3 


Jerangolid D 


590 


23,9 


Jerangolid E 


1 600 


27,9 


Jerangolid H 


470 


18,0 



Chara&terisierung 

Jerangolid A 
Struktur: Abb. 1.- 

UVCMethanoOrlanibdamtxPgepsUon) = 204(4,06X249(3,94).- 
IR(KBr):ny - 3425 (sX 2964 (s\ 2933 (m\ 2874 (wX16S4(sX 1635 (s) 1381 (2), 1239 (m>. 
l H- und l3 C-NMR: s. Tabelle L- 
C22H32O5 Ber. 376^250 Gef. 376^227 [(+)DCI-MS].- 

Jerangolid B 

Struktmn Abb. 1.- 

UV (Methanol) : lambdanuxflgepsilon) - 203(3,77X252(3,64).- 
IR(KBr):ny « 3438 (sX 2963 (sX 2933 (sX 2873 (mX 1697 (sX 1644(sX 1385 (sX 1238 (mXl 128 (mX 1100(sX- 
l H und 15 ONMR: s.TabeIle 2.- 
C22H34O5 Ber. 378^406 Gef. 378^391 [(+)DCI-MS].- 

JerangoMD 

Struktnin Abb. 1.- 



UV(MetIianoO:lambda ma3( (Igepsilon) - 204(4,18X252(4,05X- 
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IR(KBr):ny - 3436(sX2981 (m), 2959 (mX 2928 (mX 2888 (w), 2870 (w), 1691 (sX 1641 (sX 1384(mX 1312(wX 1236 

(mX 1119 (mX 1098 (m> 

l H und ,3 C-NMR: s-TabeDe 3.- 

C22H32O4 Ber. 360,2301 Gef. 360,2276 [( +)DCI-MS}- 

5 

JerangolidE 
StrukturiAbb. L- 

UV (Methanol) : lambdamaxCg epsUon) = 203 (4,14X253 (4,08X- "> 
IR(KBr):ny = 3441 (mX2981 (wX2961 (mX2923(mX 1695(sX 1641 (sX 1460 (wX 1384 (mX 1312(mX 1232(mX 1125 
(mX1078(m>. 

x Hund 13 C-NMR:s.Tabene4.. 
C22H340 4 Ber.362^457Gef.362^432[(+)DCI-MS}- 

15 

JerangoIidH 
Struktur: Abb. 1- 

«H und l3 C-NMR:s.Tabefle 5.- 20 
C22H340 5 (+)ESI-MS(M+H+) « 379.- 
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Tabelle LNMR-DateavonJerangoIidA in Methanols 
l H: 600 MHz; l3 C: 150 MHz 



H ! 


6„ 


m 


/ 


C 


6 C 


m 


- 




- 


• 


1 


17028 


s 


- 




- 




2 


10735 


s 


- 




- 




3 


172.58 


s 


4-H, 


2.67 


dd 


4.7, 17.2 


4 


3033 


t 


4-H„ 


2.60 


dd 


10.9, 173 


4 


3033 


t 


5-H 


4.80 


dddd j 


4.7,10.9,6.8,1.0 


5 


76.84 


d 


6-H 


5.53 


ddd 


15.5,6.8,1.5 


6 


12620 


d 


7-H 


5.81 


ddd 


1.0, 6.2, 15.4 


7 


140.43 


d 


8-H 


3.14 


qddd 


1.5,6.9,6.9,8.6 


8 


35.83 


d 


9-H 


52.6 


qdd 


13,1.4,9.0 


9 


129.31 


d 










10 


13731 


s 


11-H 


3.84 


dd | 


2.8, 10.9 


11 


7933 


d 


12-H, 


2.13 


m 




12 


31.16 


t 


12-H b 


1.95 


m 




12 


31.16 


t 


13-H 


5.57 


qd 


13,63 


13 


122.01 


d 






- 




14 


136.29 


s 


15-H 


4.10 


m 




15 


7934 


d 


16-H a 


1.78 


qdd 


73, 14.4,3.6 


16 


26.60 


t 


I6-H b 


1.54 


qdd 


72, 143,0.9 


16 


26.60 


t 


17-Hj 


0.91 


dd 


73,7.2 


17 


8.73 


q 


18-H, 


4.43 


d 


12.4 


18 


54.03 


t 


18-H b 


436 


d 


12.4 


18 


54.03 


t 


19-H 3 


3.84 


s 




19 


56.78 


q 


20-Hj 


1.11 


d 


6.8 


20 


20.95 


q 


21-H, 


1.66 


d 


13 


21 


12.84 


q 


22-H, 


1.60 


dd 


1.1,2.4 


22 


19.05 


q 


18-OH 


♦2180 


s 











* gemessen in CDC1 3 
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Tabelle Z NMR-Daten von Jerangolid B in Metnanol-D 4 
>H: 400 MHz; ,3 C: 100 MHz 



H 


5„ 


m 


/ 


C 


8 C 


m 










1 


171.36 


s 










2 


102.73 


s 










3 


169.31 


s 


4-H. 


2.88 


dd 


42, 17.4 


4 


3032 


t 


4-H„ 


2.67 


m 




4 


3032 


t 


5-H 


4.86 


m 




5 


76.93 


d 


6-H 


5.63 


ddd 


12, 6.6, 153 


6 


126.38 


d 


7-H 


5.87 


dd 


62, 15.6 


7 


140.28 


d 


G—ii. 


•J 92 


m 




g 


35.84 


d 


9-H 

✓ n 




dd 


12,9.1,br. 


9 


128.86 


d 










10 


137.48 


s 


11-H 


3.69 


d 


10.7, br. 


11 


83.53 


d 




1.66 


m 




12 


22.71 


t 




1 62 


in 




12 


22.71 


t 


13-H. 


1.83 


m x 




13 


39.20 


t 


13-K. 


1.69 


m 




13 


39.20 


t 










14 


6928 


s 


1 5-H 


3.13 


dd 


2.7,9.9 


IS 


86.92 


d 


16-FL 


1.87 


m 




16 


27.42 


t 


16-Hfc 


139 


m 




16 


27.42 


t 


17-H, 


1.02 


dd 


7.4,7.4 


17 


1139 


q 


I8-H, 


1.74 


s 




18 


8.79 


q 


19-Hj 


3.88 


s 




19 


5632 


q 


20-H 3 


1.13 


d 


6.8 j 


20 


21.02 


q 


21 -H 3 


1.73 


d 


1.2 


21 


13.61 


q 


22-H, 


1.13 


s 




22 


25.84 


q 
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Tabetle 3. NMR-Daten von Jerangolid D in MethanoKD4 
l H:400 MHc; l3 C: 100 MHz 



H 


6„ 


m 




C 


8c 


m 


- 


-.- 






I 


17135 


s 


- 


-.- 


- 


- 


2 


102.71 


s 


- 


-.- 


- 




3 


16932 


s 


4-H, 


2.88 


ddd 


0.7,4.0, 17 J 


4 


3030 


t 


4-H„ 


2.67 


ddq 


2.0,11.4,17.4 


4 


3030 


t 


5-H 


4.85 


m 




5 


76.89 


d 


6-H 


5.63 


ddd 


1.3,6.6,153 


6 


126.41 


d 


7-H 


5.87 


ddd 


0.8,6.5,153 


7 


14020 


d 


8-H 


3.23 


m 




8 


35.82 


d 


9-H 


533 


ddq 


1.1,12,9.1 


9 


12936 


d 


- 


-.- 


- 




10 


13737 


s 


11-H 


3.88 


dd 


32, 103 


11 


7924 


d 


12-H, 


2.14 


m 




12 


31.15 


t 


12-H b 


1.95 


m 




12 


31.15 


t 


13-H 


5.63 


m 




13 


122.00 


d 


- 


-.- 


- 




14 


13628 


s 


15-H 


4.13 


s 


br. 


15 


79.52 


d 


16-H. 


1.81 


m 




16 


2639 


t 


16-H b 


1.58 


m 




16 


2639 


t 


17-Hj 


0.94 


dd 


73, 7.4 


17 


*8.71 


q 


18-Hj 


1.75 






18 


*8.79 


q 


19-H, • 


3.88 


s 




19 


5632 


q 


20-H, 


1.14 


d 


6.8 


20 


20.96 


q 


21-Hj 


1.71 


d 


1.1 


21 


12.80 


q 


22-Hj 


1.64 


m 




22 


19.03 


q 



* Die Werte konnen getauscht werden 
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Tabelle 4. NMR-Daten von Jerangolid E in Methanol- D 4 
! H: 400 MHz; l3 C: 100 MHz 



H 


8„ 


m 




C 


8c 


m 










1 


17137 


s 






_ 




2 


102.72 


s 






_ 




3 


16932 


s 


4-H, 


2.88 


ddq 


4.1, 173, 0.8 


4 


3031 


t 




2.67 


ddq 


113,173, 2.0 


4 


3031 


t 


5-H 


4.83 


dd 


4.4, 6.7, br. 


5 


76.92 


d 


6-H 


5.63 


ddd 


1.4,6.6,15.6 


6 


12637 


d 


7-H 


5.87 


ddd 


0.8, 63, 15.6 


7 


14028 


d 


8-H 


3.21 


in 




8 


35.81 


d 


9-H 


5.29 


ddq 

* 


1.2, 13, 9.1 


9 


128.89 


d 


10-H 








10 


137.82 


s 


11-H 


3.67 


d 


10.8, br. 


11 


83.48 


d 


12-H. 


1.68 


m 




12 


31.96 


t 




1.48 


m 




12 


31.96 


t 




1 86 

1 • ou 


m 




13 


3435 


t | 






m 
in 




13 




f 

V 


i ~ 1 1 


135 


m 




14 


35.62 


d 


I5-TI 


2.06 


ddd 


2.8, 7.8, 9.2 


15 


85.92 


d 


16-H, 


1.75 


m 




16 


26.87 


t 


16-H„ 


1.44 


m 




16 


26.87 


t 


I7-Hj 


0.99 


dd 


73, 7.5 


17 


9.88 


q 


18-Hj . 


1.74 


dd 


1.0, 1.7 


18 


8.78 


q 


19-H 3 


3.88 


s 




19 


5631 


q 


20-Hj 


1.13 


d 


6.9 


20 


20.99 


q 


21-Hj 


1.69 


d 


13 


21 


13.35 


q 


22-H, 


0.87 


d 


6.4 


22 


17.99 


q 
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TabeDe 5. NMR-Daten von Jerangolid H in Methanol-D 4 
«H:300MHz;"C:75MHz 



H 


8n 


m 


J 


C 


6c 


m 


- 


-.- 


• - 




1 


17034 


s 


- 


-.- 


- 




2 


10733 


s 


- 


-.- 


- 




3 


172.63 


s 


4-H, 


2.95 


dd 


4.2,17.5 


4 


3033 


t 


4-H„ 


2.73 


dd 


113,17.6 


4 


30.53 


t 


5-H 


4.88 \ 


m 


• 


5 


76.89 


d 


6-H 


5.64 


ddd 


1.4,6.7,153 


6 


126.16 


d 


7-H 


5.89 


ddd 


1.0,6.4,153 


7 


14032 


d 


8-H 


3^2 


m 




. 8 
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31.96 
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13-H, 
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34.26 
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I3-H„ 
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m ' 
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I4-H j 
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2.96 | 
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15 


85.94 
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dq 
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Patentanspruche 
1. Verbindung der folgenden aDgemeinen Formel (JerangoEd A): 




20 21 

JerangoEd A, 

2. Verbindung der folgenden allgemeinen Formel (Jerangotid B): 
OMe 




JeraagoUdB 

3. Verbindung der folgenden allgemeinen Formel (Jerangolid D): 
OMe 




JerangoEd D 

4. Verbindung der folgenden allgemeinen Formel (Jerangolid E): 
OMe 




Jerangolid E 

5. Verbindung der folgenden allgemeinen Formal Qerangolid H): 



OMe 




JerangoEd H 
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a Heterozyklische Verbindung, gewinnbar aus Sorangium cellulosum DSM 10 497 und mh dem NMR- 
Spektrum gemaB Tabelle 1. 

7. Heterozyklische Verbindung; gewinnbar aus Sorangium cellulosum DSM 10 497 und nut dem NMR- 
Spektrum gemaB Tabelle 2. . 

8. Heterozyklische Verbindung, gewinnbar aus Sorangium cellulosum DSM 10 497 und mit dem NMR- 
Spektrum gemaB Tabelle 3. . 

9. Heterozyklische Verbindung, gewinnbar aus Sorangium cellulosum DSM 10 497 und mit dem NMR- 
Spektrum gemaB Tabelle 4. 

10. Heterozyklische Verbindung, gewinnbar aus Sorangium cellulosum DSM 10 497 und mit dem NMR- 
Spektrum gemaB Tabelle 5. , a . . . . ft 

1 1 . Heterozyklische Verbindung oder heterozyklische Verbmdungen, dadurch gewinnbar, daB man 

(a) Sorangium ceUuIosum DSM 10 497 (So ce307) in einem Kohlenstoff- und Stickstoff-Queflen sowie 
Mineralsalze enthaltenden wasserigen Medium aerob fermentiert, wobei man in an sich bekannter 
Weise 

(bl) in Abwesenheit eines Adsorberharzes fermentiert und nach der Fermentation ein Adsorberharz 
zugibtund/oder 

fb2) in Gegenwart eines Adsorberharzes fermentiert, 

(c) jeweils das Adsorberharz mit den durch die Fermentation gebildeten heterozyklischen Verbmdun- 
gen vom wasserigen Medium abtrennt, 

(d) jeweils das Adsorberharz mh Methanol extrahiert und einer HPLC-Trennung unter folgenden 
Bedingungen imterwirft: 

Saule: Lange 125 mm und Innendurchmessei* 2 mm; 
Trennmaterial: Nucleosil 120-5C18 (Macherey-Nagel, DOren) 
Trenntemperatun 70 *C; 

LaufmittelfluB: 0,5 ml/min; •_••*> _ 

Gradient: Methanol/Wasser (45/55) vom Zeitpunkt Null bis zur 7. Mmute; anschheBend hnearer 
Anstieg auf Methanol/Wasser (70/30) bis zur 20. Minute; bis zur 26. Minute bleibt das Methanol/Was- 
ser A^ertialtnis konstant (70/30); bis zur 3a Minute linearer Anstieg auf Methanol/Wasser (90/10); 
Detektion:bei255,4nm;und m m 

— im Fall einer Fermentation gemaB (bl) Fraktionen mit einer Retennonszert Rt (mm) gemaB Fig. 1 
gewinnt und/oder # ~ 

— im Fall einer Fermentation gemaB (b2) Fraktionen mit einer Retentionszeit Rt (mm) gemaB Fig. 2 

gewinnt und 

(e) die heterozyklischen Verbmdungen bzw. die heterozyklische Verbindung isohert und gewinnt 

12. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 1,499. 

13. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mh Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 3,465. 

14. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 4,666. 

15. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 5^64. 

16. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 6,018. 

17. Heterozyklische Verbindung herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mh Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 7,419. 

18. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 8,647. 

19. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mh Stufe (bl) und 
gekeimzeicbnet durch emeRetentfoiiszeh 

20. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gem&B Anspruch 11 mh Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 9,755. 

21. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt(miin) von etwa 10,603. 

22. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mh Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 11,946. 

23. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mh Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 14J668. 

24. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 15355. 

25. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemSB Anspruch 11 mit Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 17,909. 

26. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 22£52. 

27. Heterozyklische Verbindung herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (bl) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 26265. 

28. Heterozyklische Verbindung; herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (b2) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (mm) von etwa 3,137. 
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29. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufc (b2) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 4,804. 

30. Heterozyklische Verbindung; herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (b2) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt(min) von etwa 7,080. 

31. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (b2) und 5 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 9,346. 

32. Heterozyklische Verbindung herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (b2) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 10,066. 

33. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (b2) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 10772. io 

34. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mh Stufe (b2) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 12324. 

35. Heterozyklische Verbindung herstellbar nach dem Verfahren gemHB Anspruch 11 mit Stufe (b2) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 14,442. 

36. Heterozyklische Verbindung, herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (b2) und is 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 17,976. 

37. Heterozyklische Verbmdun& herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mh Stufe (b2) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 21,181. 

38. Heterozyklische Verbindung; herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (b2) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 23,899. » 

39. Heterozyklische Verbindung herstellbar nach dem Verfahren gemaB Anspruch 11 mit Stufe (b2) und 
gekennzeichnet durch eine Retentionszeit Rt (min) von etwa 27,894. 

40. Verfahren zur Gewinnung einer oder mehrerer heterozykDscher Verbindungen, dadurch gekennzeich- 
net, daB man 

(a) Sorangium cellulosum DSM 10 497 (So ce307) in einem Kohlenstoff- und Stickstoff-Quellen sowie 25 
Mmeralsalze enthaltenden wasserigen Medium aerob fermentiert, wobei man in an sich bekannter 
Weise 

(bl) entweder in Gegenwart eines Adsorberharzes fermentiert oder 
(b2) nachder Fermentation ein Adsorberharz zugibt, 

(c) das Adsorberharz mh den durch die Fermentation gebildeten heterozyklischen Verbindungen vom 30 
wasserigen Medium abtrennt, 

(d) das abgetrennte Adsorberharz mit Methanol eluiert, 
(el) das dabei zuerst anf allende stark wasserhaltige Huat 



— die anf allende wasserige Phase mit Dichlormethan extrahiert und 3S 

— die Dichlormethanphase trocknet und zu einem Konzentrat exnengt 

(e2) das resttiche, weniger wasserhaltige Ehiat zu einem Konzentrat einengt und mit dem gemaB (el) 
angef allenen Rflckstand vereinigt, 

(f) die vereinigten Konzentrate mit Heptan extrahiert und von Lipiden befreit, 

(g) den angef allenen Hexan-Extrakt mit Methanol re-extrahiert, 40 
(fa) den methanolischen Extrakt an Kieselgei mit Methanol eluiert, 

(i) das angefaflcne methanolische Eluat einer HPLC-Trennung an einer Umkehrphase unterwirft, 

wobei man als Laufmittel ein Methanol/Wasser-Gemisch und danach Methanol verwendet und vier 

Fraktionen gewinnt, . , 

(j) die gewonnenen Fraktionen jeweils einer MPLC-Trennung an einer Umkehrphase msbesondere 45 

unter den f olgenden Bedingungen unterwirft: 

Saule: Lange 460 mm und Innendurchmesser 40 mm; 

Trennmaterial: YMC-RP 18, 120, 15 bis 25 urn; 

Laufmittel: Memyialkohol/Wasser (75/25 oder 80/20); 

Detektioarbei 254 nm; m 50 

eine oder mehrere Fraktionen mit einem Gehalt an heterozyklischer Verbindung bei 254 nm detektiert 
undisohertund 

(k) aus einer isolierten Fraktion jeweils eine heterozyklische VerbmdungisoKert und gewmnt 

41. Mittel gegen pathogene Pilze und/oder Hefen, gekennzeichnet durch einen Gehalt an einer Verbindung 
gemaB einem der Ansprucbe 1 bis 39 neben einem ublichenTrager und/oder VerdunnungsmitteL 55 

42. Sorangium cellulosum DSM 10497. 

Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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